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OZET

GELENEKSEL YONTEMLERLE HAZIRLANAN SEDiIiR KATRANININ
ANTIKANSER ETKIiSIiNIN INCELENMESI

Kadir EGIi

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi

Kanser, dinya genelinde o6limlerin ©6nde gelen nedenleri biri olup,
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ilk sirada gelen 6lim nedenidir. Rektal kanser ile
beraber incelendiginde kolorektal kanserler (KRK), erkeklerde prostat ve akciger,
kadinlarda meme ve akciger kanserinden sonra {igiincii sirada gorilmektedir. Kanser
tedavisinde; dokunun tipine, kanserin evresine, kanserin karakterine kanserin bulundugu
dokuya ve hastanin fizyolojik Ozelliklerine gore farkli tedavi yontemleri
uygulanmaktadir. Kanser tedavisi i¢in rutin olarak kemoterapi kullanilir. Kemoterapi
kanserli hiicreler tizerine toksik etki gdsterirken, bununla birlikte saglikli hiicreler Gizerine
de toksik etki gostererek organlarin tahrip olmasina neden olmaktadir. Kemoterapinin
istenmeyen bu yan etkileri 6liim ile sonuclanabilmektedir. Bu nedenle giinimizde en az
toksisite ile kansere daha etkili bir tedavi saglamak amaciyla bitkiler gibi dogal kaynakli
ilaglara bir yonelim olmustur. Bu tez ¢alismamizda sedir katran1t HCT-116 ve HUVEC
hlcreleri Gzerinde apoptotik etkisi Annexin-V, MTT, Cell Cycle (Hiicre DOngusu)
yontemiyle ve apoptozun diger bir belirteci olan mitokondral membran potansiyeli JC-1
’(5,5',6,6'-tetrachlorol,1’,3,3'-tetra methyl benzimidazolyl carbocy anineiodide)’” ile
apoptotik etkinlik incelendi ve morfolojik gorintileri de Acridine orange /Ethidium
bromide boyama yontemleri ile tespit edildi. Calismanin sonucunda katran ektresinin
IC50 degeri 30 pg/mL degerlerin antiproliferatif etki gosterdigi tespit edildi. Katran HCT-
116 hucresi Uzerinde apoptotik etki gosterdigi ve hicrelerin %70’i GO-G1 fazinda
tutuldugu goézlemlendi. Ayrica apoptotik etkinin ROS artisiyla korelasyon gosterdigide
tespit edildi. Bu g¢alismada katranin bazi kimyasal ve biyolojik aktivite ozellikleri
incelenerek elde edilen veriler sonucunda, bu maddelerin hipoksi, 3 boyutlu hiicre kiltiri
ortamlarinda ve ardindan hayvan deneyleri gibi yeni projelere 151k tutacak ve ozellikle
kanser tedavisi i¢in yeni bir bitkisel ilag aday1 olup olmayacagi tespit edilecektir.

Anahtar Kelimeler: HCT-116, Sitotoksite, Kolon kanseri, MTT
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF ANTICANCER EFFECT OF CEDAR TAR
PREPARED BY TRADITIONAL METHODS

Kadir EGi

Medical Biochemistry Department, Master Thesis

Cancer is one of the leading causes of death worldwide and is the leading cause
of death after cardiovascular diseases. When examined together with rectal cancer,
colorectal cancers (CRC) are seen in the third place after prostate and lung in men and
breast and lung cancer in women. In the treatment of cancer; Different treatment methods
are applied according to tissue type, stage of cancer, character of cancer, tissue of cancer
and physiological characteristics of patient. Chemotherapy is routinely used for cancer
treatment. Chemotherapy has toxic effects on cancer cells, but also on healthy cells,
causing toxic damage to organs. These undesirable side effects of chemotherapy can
result in death. Therefore, there has now been a tendency towards drugs of natural origin
to provide a more effective treatment for cancer with minimal toxicity. In this study,
apoptotic effect on cedar tar HCT-116 and HUVEC cells by Annexin-V, MTT, Cell Cycle
method and mitochondral membrane potential, another marker of apoptosis JC-1" (5,5,
6,6). Apoptotic activity was examined with et-tetrachlorol,l1 ', 3,3'-tetra methyl
benzimidazolyl carbocy anineiodide) and morphological images were determined by
Acridine orange / Ethidium bromide staining methods. As a result of the study, it was
found that IC50 value of tar extract 30 pug / mL showed antiproliferative effect. It was
observed that tar had apoptotic effect on HCT-116 cell and 70% of the cells were kept in
GO0-G1 phase. In addition, apoptotic effect correlated with ROS increase. In this study, as
a result of the data obtained by examining some chemical and biological activity
properties of tar, these substances will shed light on new projects such as hypoxia, 3-D
cell culture environments and then animal experiments and it will be determined whether
or not they will be a new herbal medicine candidate for cancer treatment.

Keywords: HCT-116, Cytotoxicity, Colon cancer, MTT
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1. GIRIS

Kanser, diinya genelinde morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenlerinden biri
olup, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ilk sirada gelen 6liim nedenidir. (1-4). Kanser
giniimiizde ozellikle gelismis toplumlarda 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Insan 6mriiniin uzamasi ve sanayilesmenin bir yasam sekline
doniismesi sebebiyle ile kanser vakalart da bunlara paralel olarak artmistir. “’Her yil on
milyondan daha fazla kisi kanser hastaliga yakalanmakta ve yedi milyona yakin insan da
kanser nedeni ile hayatin1 kaybetmektedir. Jemal ve ark. (5) yaptiklari son ¢alismada 2016
yilinda, Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde bir bucuk milyondan fazla yeni kanser
vakast ve 600.000’e yakin Oliminun kanser sebebiyle meydana gelecegi
diistiniilmektedir. Kiiresel olarak, kanser dliimlerinin sayisinin 2002’de 7,1 milyondan

2030’da 11,5 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir (2).”

Gunumuzde, kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemler,
immunoterapi, gen tedavisi ve alternatif tedavi gibi ¢esitli yontemler birlikte veya ayri
ayr1 uygulanmaktadir. Bu yontemler arasinda en sik kullanilan yontem kemoterapidir.
Kemoterapinin en biiyiik handikapi kanserli hiicreleri 6ldiiriirken normal hiicreyide tahrip
etmesidir. Bu nedenle gunumiizde en az toksisite ile kansere daha etkili bir tedavi
saglamak amaciyla bitki kokenli ilaglara bir yonelim olmustur. Ornegin, yaygin
bir kemoterapotik ajan olan flliorourasil, miyelotoksisite (6), kardiyotoksisiteye (7),
doksorubisinin kalp toksisitesine (8,9), renal toksisiteye (10) neden oldugu tespit
edilmistir. Ayrica kemoterapinin ila¢ toksisitesi ve ila¢ direncinin ortaya cikmasi

tedavideki yetersizligin baglica nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (11).

Gicli ve diisiik yan etkiye sahip, kansere karsi yeni ilaglarin gelistirilmesi ve
kesfedilmesi {izerine ¢ok sayida ¢aligma yapilmaktadir (12,13,14). Gunumuzde, kanser
tedavisi igin kullanilan ilaglarin %60’1 dogal Urlnlerden elde edilmektedir. Klinikte
yaygin olarak kullanilan dogal bilesikler arasinda bitkisel kaynakli olanlarin sayisi
oldukga fazladir (15-22). Dogal iiriinlerden gelistirilen ilaglar ham 6zltlerinden veya
Oziitlerden izole edilen bilesiklerden kaynaklanir (23-29). Gunimizde kemoterapi

amaciyla kullanilmakta olan antitiimdr etkisi kanitlanmis vinka alkaloidler (vinkristin,



vinblastin), taksanlar (paklitaksel), kampotesinler (topotekan) ve epipodofilotoksinler
(etoposid) gibi pek ¢ok bitkisel kokenli bilesik bulunmaktadir (30-33).

Cesitli galismalarda dogal {irlinlerin ham 6ziitlerinin, antitiimoral aktiviteye sahip
cesitli molekiiller igerdikleri ve bunlarin bazilarinin kanser hiicrelerini oldiirmekte
oldukga etkili olduklar1 gosterilmistir (34-37). Ancak bitki 0zutlerinden elde edilen tek
bir maddenin kendi basina kullanilmasi yerine, bitki 6ziitii i¢erisindeki tiim bilesiklerin
kompleks etkilesimleri (sinerjitik ve/veya antagonist etkileri) nedeniyle total bitki
Oziitlerinin kullanilmasinin bazi durumlarda daha etkili oldugunu ileri siiren ¢aligmalar
vardir (38-40). Ayrica ayni cinse ait farkli tiirler igerisinde, ayn1 etken maddelerin farkli

dozlarda bulunabilecegi gosterilmistir (41,37,42).

Bitki oziitlerinin ve/veya bilesenlerinin antitiimoral etkileri 6zellikle hiicre
biiylimesi, DNA replikasyonu, apoptotik hiicre 6liimii, invazyonu ve metastazinda rol
alan sinyal iletim yolaklarinda gdrevli hedef molekiiller ile iliskili olarak bulunmustur

(19,43-46).

Bu ¢alismada’da; Tirkiyede Toros daglarinda (Tarsus) yetisen ve halk arasinda
yiizyillardir kullanilan, etnofarmosdétik 6zellige sahip katran(sedir) agacindan geleneksel

yontemlerle elde edilen katranin antikanser aktivitesi incelendi.

Katran veya sedir agaci olarak isimlendirilen Cedrus libani camgiller (Pinaceae)
familyasinda yer alan herdem yesil kozalakli agaglardandir. Liibnan, Suriye ve
Tiirkiye’de yayilis gostermekte olup, Turkiye’de cogunlukla 800-2000 metre yukseltiler
arasinda Toros daglarinda yayilis gostermektedir. Katran agaci, gegmisten gunimuze
yayilis gosterdigi alanlarda ve yakin ¢cevrede bulunan medeniyetler tarafindan kutsal bir
agac¢ olarak goruliip, giic, kudret ve ihtisamin bir semboll olarak kabul edilmistir
(47,48). Katran agaci ve kuzenlerinin esansiyel yaglar ve odun 6ziitii (katran) de degisik
amaglar i¢in kullanilmaktadir. Atlas ve Himalaya sedirinden elde edilen yag, Fas,
Hindistan ve Nepal’de sabunlarin kokulandirilmasindan parfiimeriye, bir¢ok hastaligin
tedavisinden (bronsit, tliiberkiiloz, cilt hastaliklari, romatizmali rahatsizliklar, iilser ve bel

soguklugu) dliileri yakma islemine kadar ¢ok ¢esitli alanda kullanilmaktadir (49).

Toros daglarinda katran agacinin yayilis alanlarinda yasayan halk, giiniimiizde

halen dededen toruna aktarilan kiiltiirel bir miras seklinde sedir odunundan katran



cikariyor (50,51). Katran, yore halki tarafindan kiiglikbas ve biiylikbas hayvanlarin
viicuduna disardan uygulanarak uyuz hastaligima ve kene, atsinegi, sivrisinek gibi
parazitlere karsi uzaklastiric1 (repellent) ve o6ldiiriicii (pestisit) olarak kullaniliyor. Yore
halki katrani, diisiik derisimlerde olmak {izere (bir kova suya birka¢ damla), hayvanlarin
icme sularina da karistirmaktadir. Bu karisimi icen hayvanlarda, i¢ parazitlerin etkisiz
hale geldigi ve hayvanlarin daha saglikli olduguna inaniliyor (51). Katran agacinin ibre,
kozalak, tohum ve kabugundan elde edilen yaglarin birgok zararliya (bakteri ve sivrisinek
gibi) kars1 etkili oldugu bilimsel olarak da kanmitlanmistir (52,53). Yore halki
hayvanlariin yani sira, insan saglig1 i¢inde katrani surup seklinde hazirlanip igilmesiyle

de iilser, i¢ parazitler, karin agris1 gibi sikayetlere karsi tedavide kullanmaktadirlar (51).

Geleneksel tedavi modelleri icinde yer alan sitotoksik kemoterapi, hala bircok
kanser turd igin tercih edilmektedir (54- 58). Kemoterapi amagli kullanilmakta olan
sitotoksik maddeler, boliinme evresindeki bir hiicreyi, duragan fazdaki bir hiicreye oranla
daha fazla etkilemektedir (59). Bu nedenle, kullanilacak olan maddenin sitotoksik
etkisinin saptanmasi biiyiik 6nem tasimaktadir (60). Kanser tedavilerinin basarisi yiiksek
oranda normal dokunun yasamasini saglayip, kanser hiicresinin yok edilmesine baghdir.
Tedavide oOncll neoplastik hiicrelerin yok edilmesi amaciyla proliferasyonun

durdurulmasi veya apoptozun baslatilmasi 6nemli bir adim olarak kabul edilir (61-63).

Apoptoz kontroliiniin bozulmast kanser olusumunda 6nemli rol oynar. Kanser
hicrelerinin normal apoptotik surecten strekli kagma egilimindedirler. Kanser hucreleri
ya antiapoptotik proteinlerin asir1 aktivasyonu ya da proapoptotik proteinlerin
baskilanmasiyla apoptoza direngli bir nitelik kazanirlar (64-67). Apoptoz, hiicre iginden
gelen uyarilarla veya hucrenin disindan gelen cesitli uyaranlar ile tetiklenebilmektedir.

Kanser ilaglarinin birgogu apoptozu uyaran yolaklarda is gormektedir (68).

Bu ¢alismada katranin bazi kimyasal ve biyolojik aktivite 6zellikleri incelenerek,
kanser tedavisine yeni bir bitkisel ilag adayr olup olmayacagi tespit edilecektir. Bu
calismadan elde edilen veriler sonucunda, bu maddelerin hipoksik kosullarda, 3 boyutlu
hiicre kiiltiirii ortamlarinda ve ardindan hayvan deneyleri gibi yeni projelere 151k tutacak,
Ozellikle kanser tedavisi i¢in yeni ve Ozgiin ¢alisma alanlar1 doguracaktir. Ayrica bu
calisma ile kanser tedavisinde biiylik bir dneme sahip olan dogal iiriinlerden elde edilen

ila¢ caligmalarinin tesvik edilmesi amaglanmistir



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, epigenetik ve genetik olaylarin hiicresel birikimine bagli ¢ok faktdrin rol
aldig1 kompleks bir hastaliktir. Dogal bir siireg ve/veya cevresel faktorlerin etkisi ile
genlerde meydana gelen degisiklikler sonucunda hiicrelerin kontrolsiz olarak
bolinmesiyle ortaya g¢ikar (69,70). Kanser, normal dokularda hiicre olimdnin ve
cogalmasinin arasindaki dengeyi saglayan homeostatik kontrol mekanizmasiin hasar
gormesi sonucunda gelismektedir (71).

Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yéntemler, immunoterapi,
gen tedavisi ve alternatif tedavi gibi ¢esitli yontemler birlikte veya ayri ayr
uygulanmaktadir (59). Bu yontemler arasinda en sik kullanilan1 kemoterapidir (55).

Giinimiizde kansere yakalanan bireylerin sayilar1 giderek artmaktadir. Kiresel
olarak, kanser Oliimlerinin sayisinin 2002’de 7,1 milyondan 2030°da 11,5 milyona
¢ikacagl tahmin edilmektedir (2). Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi 2012 yilinda
14 milyondan fazla yeni kanser vakasi, 8 milyondan fazla kanser nedeniyle 61im ve 32,56
milyon kanserle yasayan insan oldugunu bildirmistir (73). Kanser, 21. yiizyilda hala
dinyadaki en énemli bir halk saglig1 sorunlarindan biri olmaya devam etmektedir. Tan
ve tedavideki ilerlemelere ragmen hastalarin genel olarak sag kalimi hala diisiik orandadir

(61).

2.1.1. Kanser Hiicreleri ve Kanser Gelisimindeki Faktorler

Kanser hiicreleri, normal hiicre ¢ogalmasini, farklilasmayr ve sag kalimini
duzenleyen mekanizmalardaki anomalilerden kaynakli kontrolsiiz olarak g¢ogalmaya
baslarlar. Devamli boliinerek normal doku ve organlar istila edip yayilirlar. Kanser
hiicreleri, normal hiicrelerden farkli olarak hiicre dis1 biiyiime etkenlerine daha az ihtiyac
duyarlar. Hiicre ¢ogalmasinda etkili olan hiicre i¢i sinyal yolaklarindaki proteinlerin veya
biiyiime faktorii reseptorlerinin kontrolsiiz aktivitesinden dolayi, kanser hucreleri
cogalmayi1 saglayan biiylime faktorlerini kendileri salgilayabilirler, bu da otokrin cogalma
uyarimi ile hiicrenin siirekli olarak ¢cogalmasina neden olur. (Sekil 1). Ancak, in vitro

kosullarda ¢ogalabilmek i¢in biiyiime faktorlerine ihtiyag duyarlar.
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Sekil 2.1. Kanserlesmede Rol Alan Faktorler

Kiiltiir ortaminda normal fibroblastlar diger komsu hiicrelere temas ettikleri anda
gelismelerine son verirler ve ¢ogalmazlar (kontakt inhibisyon). Béylece normal hiicreler
birbirlerine tutunarak diizenli bir sekilde kiiltiir kabinda yer kaplarlar. Ancak, timor
hiicreleri komsu hiicrelerle temas ettigi zaman bile hareket etmeye devam ederek ¢ok katli
diizensiz kiimeler halinde ¢gogalmaya devam ederler. Kanser hiicreleri, kontrolsiiz olarak
cogaldiklar1 i¢in normal bigimde farklilasamazlar ve farklilasmanin erken evrelerinde
kalirlar (73,61).

Kanser hiicreleri, normal dokunun igerisine girebilmek icin hiicre disindaki
matriks bilesenlerini parcalayan proteazlar salgilayarak invazyon Ozelligi gosterirler.
TUmorin buyumenin sirekli olarak ilerlemesi i¢in yeni kan damarlarinin olusturulmasi
(anjiyogenez) gereklidir. Bu damarlar, timor hiicrelerinin salgiladigi ve ¢evre dokularin
damarlarindaki endotel hiicrelerinin ¢ogalmasin1 uyaran biiyiime faktorlerine cevap
olarak ortaya ¢ikar. Bu da timdr hiicrelerinin gelisen yeni kilcallara rahatga girebilmesini
ve kanser hiicrelerinin dolasima katilarak metastatik yayilimi baslatmasina olanak saglar

(74,75).



Onkogenler, p53 ve Rb gibi tiimdr baskilayict genlerde olusan mutasyonlar da
kanser gelismesine neden olmaktadir. Fakat bu durum kanser hiicrelerinin kromozomal
bozukluklarin1 ve biyogesitliligini agiklamakta yetersiz kalmaktadir. Farkli bir goriise
gore ise, hiicre boliinmesini kontrol eden genlerde meydana gelen bir mutasyon anormal
replikasyona, delesyona ve duplikasyona yol acarak hucrelerin belli bir proteini
gereginden az veya fazla iiretir. Eger kromozomal aberasyonlar hiicre dongusiini kontrol
eden biiyiime faktorlerinin liretimini veya timor baskilayicilar gibi bir veya daha fazla
proteini etkilerse kanser ortaya gikabilir. Ayrica, hiicre dongiisii, DNA hasar tamiri ve
apopotozda gorevli olan genlerin asirt metillenmesinin de bazi kanser tlrlerinde
karakteristik olarak goriindiigiine dair giiglii kanitlar bulunmaktadir. Kanser gelisimine
yol acabilecek farkli bircok mekanizma olabilir. Bu durum da kanserin nedeninin

belirlenmesini daha da gii¢lestirmektedir (76).

2.2. Kolon Kanseri

Kolon adenokarsinomu, degisik toplumlarda farkli siklikta goriilmesine ragmen
mide-bagirsak sistemin en sik karsilagilan kanseridir. Tiim diinyada ciddi bir morbidite
ve mortalite nedeni olan bu tiimdrlerin, yilda yaklasik 1.000.000’dan fazla insanda ortaya
ciktig1 diistintilmektedir. Rektal kanser ile beraber degerlendirildiginde kolorektal
kanserleri (KRK), erkek bireylerde prostat kanserinden ve akciger kanserinden sonra,
kadin bireylerde meme kanserinden ve akciger kanserinden sonra ¢tinci sirada en ¢ok
gorilmektedir. Erkek ve kadin bireylerde gorulen tim kanserlerin %10’unu kolorektal
kanserler olusturmaktadir. Istatistiksel verilerin giivenilir oldugu ABD’de de kanserden
kaynakl1 61Um sebepleri arasinda kolorektal kanserler ikinci sirada bulunmaktadir (118).

Kolorektal kanserlerin bolgesel dagiliminda anlamli ve gesitli farkliliklar
bulunmaktadir. Sanayilesmis bati toplumlarinda yasam siiresinin uzamasi, diyet ve
cevresel faktorlerin etkisi ile kolorektal kanserlerle daha fazla karsilasiimaktadir (119).
Kolon kanserleri genelde cins ve ik farki dikkati ¢ekmezken, rektum kanserleri daha

baskin olarak beyaz irkta gozlenmektedir (120).



2.3. Kolon Kanseri Epidemiyolojisi

Kolon kanseri kanserden kaynakli 6liim nedenleri arasinda erkek bireylerde
prostat ve akciger kanserinden sonra kadin bireylerde ise meme ve akciger kanserlerinden
sonra Uc¢lncl sirada yer almaktadir (118). Kolorektal kanserler, en fazla endiistrilesmis
bati toplumlarinda gorilmektedir ev tiim diinyada yaygin olarak gorulen ve kanser
kaynakli Olumlerin %210’undan sorumludur (122). En ¢ok goriilme oranlar1 ABD,
Avustralya ve Yeni Zelanda'da; en az oranlari Hindistan, Giiney Amerika ve Ortadogu
ulkelerinde gorulmektedir (123). Turlkiye Saglik Bakanligi verilerine gore kolorektal
kanserler tim kanserler icinde insidans agisindan erkek bireylerde ddrdiinci, kadin
bireylerde ise ikinci sirada yeralmaktadir. insidans1 erkek bireylerde yiizbinde 1,6 ve
kadin bireylerde yuzbinde 1,2 olarak bildirilmektedir (124).

2.4. Kolon Kanseri Etyolojisi ve Risk Faktorleri

“’Genetik yatkinlik en belirgin risk faktorii olmakla beraber kolorektal kanserlerin
bliyiik ¢ogunlugu sporadik kanserlerdir’’.

Kolon kanserinin gelisiminde etkisi olan risk faktorleri arasinda; yas, adenom ya
da karsinom 0ykusu, diyet, cevresel faktorler, bilhassa inflamatuar barsak hastaligi olmak
tizere diger predispozan hastaliklar ve pozitif aile Oykiisiinlin olmasi sayilabilir
(122,125,126).
Yas: Diinya genelinde kolorektal kanserli hastalarin %90’1 ve daha fazlasi 50 yas
tizerinde olup ileri yas hali de bir risk faktoriidiir. Yasin ilerlemesi ile birlikte artan
kolonik mutasyonlar bunun sebebi olarak gosterilebilir (127).
Diyet: Kolorektal kanserin ¢ok fazla goriildiigii bat1 toplumlarinda total kalorinin %40-
45 doymus ve doymamis yag orani iken, az gelismis ve gelismekte olan toplumlarda yag
orani total kalorinin %10-15"ini olusturur (128). Yani et ve yag orani yiksek gidalarla
beslenmenin antioksidan, antimutajen, vitamin ve eser elementlerden yoksun, lifsel
komponenti olmayan beslenme aligkanliginin tiimér olusumunda biyUk bir rolii vardir.
Bunlar kolondaki mukoz epitel hticrelerinin yenilenme direncinin ve mukus kalitesinin
kaybina neden olmaktadir (129).

Epidemiyolojik c¢alismalarda sebze ve meyvenin bol tiiketimi, kolon kanseri

riskiyle ters orantilidir. Diyetteki lif, digkinin hacmini ve buna bagh ge¢is hizini arttirarak



intraluminal karsinojenleri mukoza ile temasini azaltir. Ayrica lif yonunden zengin
gidalar, barsaktaki karsinojen safra asitlerinin yogunlugunu azaltirlar (125,126)
Inflamatuar Barsak Hastaligi: Kronik iilseratif kolit ve Crohn hastalig1 olan bireylerde
kolon kanser riskinin hastaligin siresine ve yaygmhigina bagli olarak arttigi
bilinmektedir. Bu grupta ortalama en diisiik kanserlesme oran1 %3 ve en yiksek
kanserlesme orani %8 olmaktadir, hastaligin basladiktan 10 yil sonra kanserlesme orani
%10’a, 25 y1l sonra ise kanserlesme oran1 %30’ lara kadar yukselmektedir. Pankoliti olan
bireylerde daha sik goriilen kanserler, ¢ogu defa multifokal gelisim gosterirler (130).
Yine, Ulseratif kolit ile birlikte primer sklerozan kolanjit de varsa riskin daha ¢ok
oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (131). Crohn hastalig1 olanlarda kolon kanseri
tim toplumdan daha erken yaslarda goriiliir ve ¢ogu misindz karsinom olup cerrahi by-
pass uygulanan segmentte veya striktiir gelisen segmentte daha sik goriiliir. Klinik
bulgular (rektal kanama, diskilama aliskanhiginda degisiklik) altta yatan hastalik
tarafindan taklit edilmesi sebebiyle tan1 daha zor ve ge¢ konur.

Diabetes Mellitus: Kolorektal karsinogenezin abdominal obezite ve insulin direnciyle
iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Insiilin normal mukozada apopitozu azaltir ve bdylece
kolorektal adenom gelisimini uyararak adenom-kanser gelisme zincirini erken uyarabilir
(132,133).

Obezite: Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda bel g¢evresi, bel-kalga orani ve kolon
kanseri arasinda iliski gosterilmistir. Fiziksel aktivite kolon kanseriyle ters iliskili
bulunmustur (132-134).

Adiponektin, adipoz dokudan salgilanan bir mediatordur ve obezitede adiponektin diizeyi
azalmaktadir. Yapilan bir calismada kolorektal adenom sayisi ve adenomun boyutu,
artmig visseral yagin birikimi ve azalmis plazma adiponektin dlzeyiyle iliskili

bulunmustur (132).

2.5. Kolon Anatomisi

[leumundan itibaren aniise kadar uzanan ve yaklasik 150 cm uzunlugunda olan
kalin barsak, sindirim kanalinin 1/5’ini olusturur. Hem periton i¢cinde ve hem de
retroperitoneal alanda yeralir. Ileum ile gekumun birlesme yerinde ileogekal valv denilen,

kolon igeriginin ileuma gecisini engelleyen bir kapak sistemi vardir. Longitudinal kas



lifleri biraraya gelerek kolon duvarinda tenya denilen (i¢ adet bandi meydana getirirler.
Tenyalar sirkiler kas tabakasindan ve barsak uzunlugundan daha kisadirlar ve bu nedenle
kolon biiziismiis ve haustra denilen kesecikler olusturmustur. Kalin barsagin dis yiiziinde
periton ile ortiili yag dokusu uzantilar1 goriiliir. Bunlara apendices epiploica denir. Kalin
barsaklar; karaciger, dalak, mide, duodenum, ince barsak, bobrekler, {ireterler ve mesane
gibi organlarla komsuluk gosterir (121).

Cekum: Kalin barsagin ilk pargasi olan ¢ekum, sag iliak fossada yeralir. Uzunlugu
ortalama 6 cm, genisligi ise 7,5 cm olup kolonun en genis kismidir. Genis bir liimene
sahip olmasi1 ve duvarinin ince olmasi nedeni ile intestinal obstriiksiyonlarda kolonun en
sik perfore olan kismidir (121). Arka yizi iliakus ve psoas major kaslari ile komsudur.
Cekum genelde mobildir ancak bazen terminal ileumdan gelen bir periton katlantis
¢ekumun fikse olmasina neden olabilir.

Apendiks Vermiformis: Cekumun arka duvarindan, ileogekal valvin 2-3 cm altindan ve
Uc tenyanin birlestigi yerden ¢ikar. Ortalama uzunlugu 9 cm (2-25 cm) dir. Cocuklarda
yetiskinlerden daha uzundur. Taban1 spina iliaka anterior superior (SIAS) ile umblikusu
birlestiren ¢izginin dis 1/3 noktasindadir (Mc Burney noktasi). Apendiksin farkli
konumlarda olabilecegi saptanmuistir; retrogekal veya retrokolik, pelvik, subgekal, preileal
veya postileal yerlesim gosterebilir. Apendiks vermiformis ileum mezenterinin alt ucuna
kisa bir mezoapendiks ile baglidir. Apendiks arteri ileokolik arterin alt pargasmin bir
dalidir.

Assendan Kolon: Assendan kolon, ¢cekumdan itibaren karacigerin sag alt lobunun alt
yiizline kadar uzanir ve burada birden sola ve biraz 6ne biikiilerek hepatik fleksuray1
olusturur. Assendan kolonun 6n ve yan yuzleri periton ile 6rtili olup uzunlugu yaklasik
15-20 cm kadardir (121). Arka yiizii gevsek bag dokusu ile karin arka duvarina tutunur.
Bazen arka ylizil peritonla ortiilii olabilir. On yiizii ileum, omentum majus ve karmn 6n
duvari ile komsudur. Icte duodenum, ince barsaklar ve psoas major kasi ile dista ise karmn
yan duvari ile komsudur. Arkada iliak kas iliolumbar ligament, quadratus lumborum kasi,
transversus abdominus kasinin aponevrozu ve sag bobrek ve sag iireter ile komsuluk
gosterir.

Transvers Kolon: Transvers kolon, hepatik fleksura ile splenik fleksura arasinda uzanir
ve yaklasik 50 cm uzunlugundadir (121). Dalagin alt ucunun altinda asagi dogru

bikilerek splenik fleksuray1r yapar. Transvers kolonun sag ucu duodenum ikinci



pargasina ve pankreas basmna tutunmustur. Ust yiizii karaciger, safra kesesi, mide biiyiik
kurvatur ve dalak ile komsudur. Arkada duodenum inen kismi, pankreas basi, treitz
ligamenti ve ince barsaklarla komsuluk yapar. Onde karin 6n duvari ve ince barsaklarla
komsudur.

Descendan Kolon: Descendan kolon ise splenik fleksuradan baslayip sol iliak fossaya
kadar uzanir. Yaklasik 25 cm uzunlugunda olan bu kolon segmenti en kalin kas
tabakasina sahip kisimdir. Descendan kolonun da yan ve On yiizii peritonla ortiiliidiir
(121). Splenik fleksuray1 yerinde tutan splenokolik ve frenokolik ligamentler bu bélgenin
mobilizasyonu sirasinda, dalagin hasar gormemesi i¢in dikkatle ayrilmalidir. Sol
bobregin dis kenar1 ve quadratus lumborum kasi arasinda iliak kristaya kadar iner ve
kiiciik pelvis igerisinde sigmoid kolon ile sonlanir. Arkada sol bobrek, iliakus, psoas
major ve quadratus lumborum kaslar1 ile komsudur. Sol subkostal arter ve sinir, sol
iliohipogastrik, sol ilioinguinal, genitofemoral ve lateral kutaneal femoral sinirler, sol
testiktler (ovarian) arter ve sinir, sol eksternal iliak arter inen kolonu arkadan
caprazlarlar.

Sigmoid Kolon: Sigmoid kolonun uzunlugu 40 cm olup 2,5 cm ¢api ile kolonun en dar
yerini olugturmaktadir (121). Psoas major kasinin i¢ kenarindan baslar, bir kivrim yapar
ve Ugciincii sakral vertebra hizasinda rektumla devam eder. Uzunlugu degisebilen bir
mezokolon ile karin arka duvarina tutunmustur. Sigmoid kolon lateralda eksternal iliak
damarlar, obturatuar sinir, over (kadinda), duktus deferens (erkekte) ve pelvis yan duvari
ile komsudur. Arkada internal iliak damarlar, iireter, priformis kasi ve sakral pleksus ile
komsudur. Sigmoid kolonun alt kisimlarinda tenyalar incelmeye baslar ve rektuma yakin
kisimda tamamen kaybolur. Tenyalar1 olusturan lifler rektumu saran longitudinal kas

tabakasi ile uzanirlar.

2.6. Kanser Tedavi Yontemleri

Kanser tedavisi kanserin tipine, olusum yerine, ilerleme durumuna bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. Siklikla ilk secenek olan cerrahi yontem, solid tiimoérlerin
cikartilmasinda kullanilir. Erken evre kanserlerde ve benign tiimorlerde tek tedavi
yontemi olabilir. Radyasyon, dogrudan tiimdrii hedef alan yiiksek enerjili 1sinlar

kullanarak kanserli hucreleri oldarir. Esas olarak DNA’ya hasar vererek ve
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replikasyonunu engelleyerek gorev yapar. Bu nedenle hizla boliinen kanser hiicrelerini
oldiirtir. Ayrica kismen boliinmekte olan normal hiicreleri de oldiiriir. Cerrahi ve
radyasyon yontemleri siklikla birlikte kullanilmaktadir.

Kemoterapi ilaglar1 hizla biiyliyen hiicreleri hedefleyen toksik bilesenlerdir. Bu
ilaclarin cogu DNA replikasyonu i¢in gereken dncii molekiillerin sentezini engellemeyi
hedefleyerek tasarlanir ve hiicrenin S fazin1 tamamlamasi engellenir. Kemoterapi ilaglari
genis ¢apli olarak DNA hasar1 olusturur ve replikasyonu durdurur. Mitoz mekigini
olusturan ig ipliklerini baskilayan ilag sinifi, hiicre replikasyonunu mitozun erken
evrelerinde durdurur. Mitoz siiresince kromozomlarin ayrilmasi i¢in mikrotibiillere (ig
iplikleri) ihtiya¢ duyulur. Mitotik igi baskilayan ilaglar mikrottiblllerin sentezini durdurur
(18). Yetiskin hiicrelerin bir¢ogu sik sik boliinmediginden, bu tip ilaglara kanser
hiicrelerinin oldugundan daha az duyarhdirlar. Kemoterapi ilaglar1 ayrica gastrointestinal
sistem hiicreleri, kemik iligi hiicreleri ve sag folikiilleri gibi daha hizl1 béliinen hiicreleri
de oldurdrler. Bu da gastrointestinal rahatsizliklar, diisiik akyuvar sayisi ve sag kaybi gibi
bazi kemoterapiye baglh yan etkileri ortaya ¢ikartir (61).

Normal hiicre biiyiimesini etkileyen bir¢ok faktérden biri de hormonlardir. Kanser
hiicreleri her ne kadar biiyiime faktorlerine karsi cevap verme oOzelliklerini kaybetmis
olsalar da, bazi1 kanser hiicreleri biiylimek i¢in biiylime hormonlarina ihtiya¢ duymaktadir.
Kansere kars1 hormon tedavisi kanser hiicrelerini bu hormonlardan yoksun birakmay1
amaclar. Her ne kadar bazi ilaglar hormonun sentezini engellese de bu is genellikle
hormonun aktivitesini engelleyen ilaglar ile yapilir. Ornegin, bazi meme kanseri hiicreleri
biiyiimek igin dstrojene ihtiyag duyar. Ostrojenin baglanma bélgesini engelleyen ilaglar
kanserin ilerlemesini yavaslatabilir. Bu ilaglara segici Ostrojen reseptor modulatorleri
(SERM) veya anti-6strojenler adi verilir. Tamoksifen ve Raloksifen bu tip ilaclara
ornektir. Benzer olarak, testosteron (androjen hormon) bazi prostat kanser hicrelerini
uyarir. Segici androjen reseptor modiilatorii (SARM) adli ilaglar testosteronun kanserli
hiicrelere baglanmasini engeller ve kanserli hicrenin blyidmesini durdurur (77,78,79).
Yeni kemoterapétik ilaglar ise kanser olusumu ile iliskili reseptorleri, biiyiime faktorlerini
veya kinazlar gibi hiicre sinyal yolaklarini ve ¢esitli aktif hiicresel proteinleri hedefler
(80).

Bazi kanser hiicreleri baz1 ilaglara karsi direng gelistirdiklerinden kemoterapi

basarisiz olabilir. Toksik ilaglar ile mutasyona ugrayan ve ilaca direng gelistiren kanser
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hiicreleri ilaca direngli bir tiimdr gelisimine neden olur. Bu probleme karsi kemoterapi
ilaglar1 kombinasyonlar olusturularak kullanilmaktadir. Bazi kanser hiicrelerinde MDR1
(multi-drug resistance/goklu ilaca direng)’in asir1 gen ifadesi gbzlenir ve bu gen sadece
birtakim ilaglarin hiicre igine girmesini engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda hiicrenin
icindeki ilaglarin da disar1 atilmasina yol agabilir ve tedavinin basarisiz olmasina neden
olur (81).

Kanserde bagisiklik sistemi hiicreleri, kanser hiicrelerini yok etmekte yetersiz
kalabilir. Iimmiinoterapi, immiin sistem hiicrelerinin kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak
i¢in kullanilabilir. Buna 6rnek olarak bazi kanser tedavilerinde kullanilan interlokin-2 ve
interferon alfanin immiin cevabi arttirdigi ileri siiriilmiistiir (82,83).

Bir diger tedavi tipi olan kemo-imminoterapide, kanser hicresine 6zgi olan
antikorlar ilaglara eklenerek kullanilir. Bu molekiiller kanser hiicresine 6zgii olan antikor
ve kanser hiicresine girince toksik 6zellik gdsteren ila¢ olmak iizere iki kisimdan olusur.
Antikor, ilac1 dogrudan kanserli hiicreye tasir ve boylece kemoterapinin yan etkilerini
azaltmak miimkiin hale gelir. Diger benzer bir strateji ise radyoimmiinterapidir. Bu tedavi
modelinde de belli antikorlar radyoaktif atomlara baglanir ve 6limcil radyasyonu hedef

kanserli hiicreye tasir (84).

2.7. Dogal Uriinler ve Kanser Tedavisi

Kanser tedavisi igin ilag gelistirme ¢alismalarinda dogal {irlinler ¢cok 6nemli bir
kaynak olusturmaktadir. Tibbi kullanimdaki dogal iiriinler ve bilesikler binlerce yildan
bu yana bitkiler, hayvanlar veya mikroorganizmalar gibi dogal kaynaklardan elde

edilmektedir.

2.7.1. Tarihce

Bilinen en eski yaz1 M.S. 2600 civarinda antik Mezopotamya’da bulunmustur ve
yiizlerce kil tablet {izerine ¢ivi yazisi ile yazilmistir. Bu tabletler Cedrus tiirleri (Sedir),
Commiphora myrrha (murrisafi) reginesi, Papaver somniferum (hashas) suyu, 1000’e
yakin bitkiden bahseder. Bu bitki ve formiilasyonlarin bir¢ogu gilinlimiizde halen

kullanilmaktadir. M.S. 1550 civarina tarihlenmis olan antik Misir Ebers papiriisiinde
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800 civar1 karmasik regete ve Aloe vera (aloe), Boswellia carteri (buhur) ve Ricinus
communis (hintyagi) gibi ajanlarin da bulundugu 700°den fazla dogal ajan
bulunmaktadir. Hippokrat (M.O. 460-377 civar1) 400°den fazla dogal ajan toplamis ve
bunlarin kullanim seklini Corpus Hippocratum’da yayinlamistir. Kavun suyunun laksatif,
Ornithogalum caudatum (adasogani)’nin ise diiiretik etkisinden bahsetmis ve

Atropa belladonna (giizelavrat otu)’nin 6ziitiiniin nasil anestetik olarak kullanilacagini
anlatmistir. Ayrica, Veratrum album (beyaz marulcuk) 6ziitiiniin antiemetik olarak (mide
bulantisina kars1) kullanilmasini tavsiye etmis, zeytinyagmin yara iyilesmesindeki
faydalarini anlatmigtir. Roma’li doktorlar bu kapsamli bilgilerin {izerine yeni bilgiler
eklemis ve kendi bakis a¢ilarini olusturmustur. Pedanius Dioskorides, yaklasik 600 bitki
tiirevli ilacin dozunu ve etkisini agiklayan, Avrupa'da farmakolojinin temellerini attig1
‘De Materia Medica’y1 derlemistir. Bir bagka iinlii Yunan hekim ve eczaci Galen ise, 540
bitki tiirevli ilag kaydetmis ve bitkisel ozlerin sadece yararli bilesenleri degil, ayni
zamanda zararli maddeleri de igerdigini gostermistir (85).

Bitkilerden elde edilen ilk etken maddenin 1805°te Alman kimyaci Serturme
tarafindan afyon bitkisinden izole edilen morfin oldugu, bunu 1820°de kinakinanin
kabuklarindan kinin, 1868°de yiiksiik otu (Digitalin) yapraklarindan kalp yetmezligi
tedavisinde kullanilan digitalin ve 1890°da sogiit dali kabugundan asetil salisilik asidin
izolasyonu takip ettigi bilinir (86). Daha sonralari dogal ilaglarin senteti tirevleri
sentezlenerek insanlarin hizmetine sunulmustur. Sentetik olarak elde edilen ilaglarin
istenmeyen yan etkilerinin olmasi, insanlari1 tekrar dogal kaynakl ilaglar1 kullanmaya
yonlendirmistir. Bu amagla yeni dogal ilag ham maddeleri bulmak tizere bitkiler Gizerinde
yapilan arastirmalar giin gectikge artmaktadir (87-90). Tedavi amaciyla kullanilan ve
bilinen tibbi bitki miktarinin 20.000’e ulastig1 tahmin edilmektedir. Bunlardan 4.000
bitkisel ila¢ yaygin bir sekilde kullanilirken, Avrupa’da 2.000 kadar bitkisel ilacin ticareti
yapilmaktadir (91). Dogal {iriin veri tabanlarinda rapor edilen bilesiklerin sadece %41,4’i
biyolojik agidan incelenmistir (20).

Bitkiler, dogal ilag hammade kaynaklarinin o6nemli bir bolimini
kapsamaktadirlar. Kanser tedavisinde klinik olarak 1yi bilinen ve yaygin olarak kullanilan
bitkilerden elde edilmis bilesikler oldukga fazladir. Bu ilaglar bitkilerin ham 0zleri veya

onlardan izole edilmis bilesiklerden iiretilmistir (23-29).
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In vitro ydntemler ila¢ buluslarmin temel tasi olmaktadir. Su ana kadar dogal
kaynaklardan izole edilen bir¢ok iiriin, in vivo ve/veya in vitro kosullarda test edilmistir.
Ayrica dogrudan bitkilerden elde edilen ¢zitler de tedavide 6nemli bir yer tutmaktadir.
Bircok modern ilag, kimyasal yollar ile modifiye edilmis bitkisel kaynakli molekillerden
gelistirilmektedir. Tam sentetik ilaglarin yaklagik yarisi, dogal bir iiriiniin aktif parcasini
taklit eden, dogal iiriinlerin analoglar olarak iiretilmektedir. Dogal bitkiler veya taklit
urinler, anti-kanser ilaclar veya kanser kemopreventif, nutrasotikler, kozmesotikler
olarak etkilere sahip olabilirler (32). Kimyasal ilaglarin yapiminda biiyiik bir gelisme
olmasina ragmen gelismis lilkelerde kanser tedavisi i¢in yazilan regeteli ilaglarin %75’ini
bitkisel kokenli etken maddeleri olan vinblastin, rezerpin, kinin, asetil salisilik asit

(aspirin) gibi ilaglar olusturmaktadir (17).

2.7.2. Kanser Tedavisinde Dogal Uriinlerin Kullanimi

Gunumuzde anti-timorojenik ve apoptotik etkisi kanitlanmis birgok bitkisel
kokenli bilesik tanimlanmistir (30-32).

Bitki kokenli anti-kanser ajanlar ile ilgili ilk ¢alisma Robert Noble ve Charles
Thomas Beer tarafindan, Vinca rosea olarak da bilinen Catharanthus roseus’tan elde
edilen vinka alkaloidler, vinblastin ve vinkristin lizerinde 1950’lerde gergeklestirilmistir
(92). Giintimiizde klinik kullanimda bulunan ¢ogu kanser kemoterapi maddeleri ya bitki
kokenli ya da bitkisel kaynakli bilesiklerin analoglarindan elde edilmektedir. Ornegin,
prostat kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapik ilag sinifindan olan “Docetaxel”,
Taxus baccata L.’den (Adi Porsuk Agaci) 6ziitleme yontemiyle elde edilmektedir ve D
vitamini ile birlikte kemoterapide kullanilan dogal iiriinlerdendir. Ginseng’in, kanserde
anjiyogenezi ve ila¢ direncini engelledigi, tiimor hiicrelerinin taninmasinit arttirdigi,
cesitli kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik oldugu gosterilmistir (93). 1967 yilinda
(Monroe E. Wall ve Mansukh C. Wani) antimitotik etkiye sahip bilesik olarak Taxus
brevifolia bitkisinin kabugunda simbiyotik yagsayan bir mantarin sentezledigi antimitotik
taksol izole edilmistir. Taksol giiniimiizde akciger, rahim ve meme kanseri olmak iizere
pekeok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilmaktadir (94).

Bitkisel Urunler, sentetik ilaclara gore daha az yan etkiye sahip olmalarina ragmen,

toksisitelerinden tam olarak arinmis degillerdir (95). Cesitli bitkilerden elde edilen
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kimyasallarin yapisal ¢esitliligi, duyarli ve direngli fenotiplere sahip farkli kanser hiicre
tiplerinin ayrimlanmasinda potansiyel bir 6neme sahiptir. Bitkisel tGrunlerin antikanser
biyoaktivitelerinin tespiti i¢in bitkilerin farkli kisimlarindan (kok, govde, yaprak, ¢icek
veya tohum gibi) 6ziitler hazirlanarak oncelikle bitkinin sitotoksik etkisi arastirilmakta,
daha sonra bitkilerin bilesikleri izole edilip etken maddeler tayin edilmektedir (96).

Anti-kanser ilaglarin birgogu dogal iiriinlerin taklitleri olarak iiretilir ve bu {iriinler
ikincil metabolitler olarak tanimlanir. Yiiksek bitkilerden elde edilen dogal bilesiklerin
veya ikincil metabolitlerin timorogenez zerindeki etkileri in vitro’da kanser hiicreleri
lizerinde veya in vivo’da deneysel tiimdr modeli olusturulan hayvanlar iizerinde
arastirtlmaktadir (32).

Bircok geleneksel anti-kanser ajanlarin birincil sitotoksik etki mekanizmasi DNA
hasar1 ve apoptozun uyarilmasina dayanmaktadir. Kanser hiicreleri, sitotoksik
reaksiyonlara hiicre dongist engellenmesi veya gecikmesi ile de cevap verebilir.
Kemoterapdtik maddelerin hizli boliinen normal hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisi ve
bélinmeyi durdurmalar: nedeniyle sag dokiilmesi, bitkinlik, enfeksiyon vb. gibi yaygin
yan etkiler gorulebilir (28).

Bitkisel kokenli anti-kanser ilaglardan az sayida ajan klinik olarak kullanilmak
lizere FDA (Food and Drug Administration- Gida ve ilag Dairesi)’dan onay almustir.
Bunlar i¢in prostat tiimorlerinde kullanilan finasterid ve meme tiimorlerinde kullanilan
tamoksifen 6rnek verilebilir. Bircok ikincil bitki metabolitlerinin in vitro ve hayvan
deneylerinde kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasmi engelledigi, transforme
hiicrelerin apoptotik potansiyelini arttirdigi ve tiimor hiicrelerinin proanjiyogenik/
metastatik potansiyelini diizenleme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir Bunlardan
kemoterapide genis ¢apta kullanilan paklitaksel, vinblastin, vinkristin, etoposid’e ek
olarak son zamanlarda artemisinin, kannabioid, resveratrol, kamptotesin gibi bazi
bilesikler klinik denemelerde kullanilmaya baslamistir (32).

Bitkiler, ilag tedavisi ve diger uygulamalarda potansiyel bir kullanima sahip olan
yeni kimyasal bilesiklerin kaynagini olusturmaktadir. Bitkiler; alkaloidler, steroidler,
taninler, glikositler, ucucu yaglar, sabit yaglar, recineler, fenoller ve flavonoidler gibi
bilesikleri yaprak, cicek, aga¢ kabugu, tohum, meyve, kok gibi 6zel bolgelerde biriken
birgok aktif bilesik igermektedirler. Bitki materyallerinin tedavi edici etkileri bu ikincil

tirtinlerin kombinasyonu ile ortaya ¢ikarilmaktadir (97).
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2.7.3. Toros Sediri (Cedrus libani A. Rich)

Toros sediri (Cedrus libani A. Rich.) Gymnospermae’lerin Coniferae sinifi
Pinoideae takimi Pinaceae familyasindandir. Boylar1 40 metreye, ¢ap1 2 metreye ve 35
mm kabuk kalinligina erisebilen Toros sediri dolgun govdeli, kalin dalli ve 1000 yasina

kadar yasayabilen ihtisaml1 bir orman agacidir (135,136).
Dort cins sedir tird bulunmaktadir;

Himalaya Sediri (Cedrus deodara Loud): Afganistan, Nepal ve Bat1 Himalaya

Daglarinda yayilis gosterir.

Atlas Sediri (Cedrus atlantica Manetti): Kuzey Afrika’nin Atlas daglarinda yayilis

gosterir.

Kibris Sediri (Cedrus brevifolia Henry): Kibris’in giiney dogu bolgesinde endemik

bir tir olarak yayilis gosterir.

Toros Sediri (Cedrus libani A. Rich): Giiney Anadolu’da, Toros daglarinda ve
Libnan’da yayilis gostermektedir.

Sedir Toroslarda 1000-2000 metre rakimlar arasinda yayilis gostermektedir.
Toros sedirinin yayilisin1 yaptigi bu alanda kislar1 ¢ok sert gegmektedir. Sedir kisin zor
sartlarina ve yazin olusan asir1 sicakliklarina oldukga toleransli bir tiirdlr. Sedirin kis
sartlarina ve yaz asir1 sicakligina dayanikli ve uyum yeteneginin yiksek bir tir

olmasindan dolay1 agaglandirma ¢alismalarinda ¢ok sik tercih edilmektedir (137).

Sekil 2.2. Cedrus Libani Kozalag1 ve Yapragi

16



2.7.4. Dogal Uriinlerden Oziit Hazirlama Yontemleri

Cesitli kanser hiicre soylarinda sitotoksik veya anti-kanser aktiviteye sahip bitki
kokenli tirtinlerin potansiyel etkilerini belirleyebilmek amaciyla, bitki 6zltleri (ekstre)
farkli sekillerde hazirlanmaktadir. Oziitleme (ekstraksiyon), standart islemler ile segici
coziiciiller kullanilarak bitki ya da hayvan dokularindaki inaktif bilesenlerden aktif
bilesenleri ayirmak i¢in kullanilan bir yontemdir (98). Oziitleme, dogal bilesiklerden ilag
formiilasyonlarinin hazirlanmasindaki ilk 6nemli adimdir. Modern 6ziitleme yontemleri,
geleneksel bitkisel ilaglarin gelisiminde oldukga etkilidir.

Bir bitki materyalinin 6ziitlenmesi ve bilesiklerinin izole edilmesi agagidaki temel
asamalar1 kapsar (31).
1.Toplama ve bitki materyalinin dogrulugunu kanitlama
2. Kurutma
3. Boyut kigtltme
4. Ekstraksiyon
5. Filtrasyon
6. Konsantrasyon
7. Kurutma ve sulandirma

Cesitli bitkisel oziitlerin farkli hazirlanis sekillerine gore (suda, etanolde,
metanolde, kloroformda, heksanda, diklorometanda) farkli kanser hiicre soylarinda farkli
etkilere sahip olduklarin1 gosteren ¢ok sayida c¢alisma vardir. Ornegin, Arizona
kaktistnun (Opuntia ficus-indica) meyvesi olan kaktls armudunun sulu 6zitiiniin HeLa
hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu, kaktiis armudunun %1°lik soliisyonunun
HelLa hicrelerinin %40-60’1m1 6ldiirdigi, %5°1ik soliisyonunun ise 5. giinde hiicrelerin

tamamini1 6ldiirdiigii gosterilmistir (99).

2.8. Apoptoz

Apoptoz (programli hiicre 6limu), hicre proliferasyonunun kontrolu igin veya
DNA hasarina yanit olarak hiicrelerin segtigi fizyolojik bir 6liim seklidir. Embriyogenez,
morfogenez, normal doku yenilenmesi gibi fizyolojik olaylar sirasinda ya da cesitli

patolojik kosullarda hiicre i¢i veya hiicre disi uyaranlar tetiklenebilmektedir.
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Apoptozun tipik morfolojik 6zellikleri; hiicre biiziilmesi, hiicre membraninin
tomurcuklanmasi, kromatin kondensasyonu ve nukleus parcalanmasidir (Sekil 2).
Apotozun erken evrelerinde hiicre yiizeyinde birtakim degisiklikler ortaya ¢ikar. Plazma
membraninin i¢ yliziinde yer alan Fosfatidilserin (PS) membran disina tasinir.
Makrofajlar veya komsu hiicreler, apoptotik hiicreleri ylizeydeki bu molekiilleri tantyarak
fagositoz ile yutarak ortadan kaldirirlar. Bu temizlik siireci organizmalarin gelisimi ve
homeostasisi icin dnemlidir. Annexin-V, fosfatidilserin’e baglanan rekombinant bir
protein olup, PS u¢lariyla giiclii bir sekilde etkilesir ve apoptozun tespitinde kullanilabilir.
Apoptotik hiicrenin bu sekilde yok edilmesi inflamasyon olusumunu engeller. Bu islem
sonucunda veya sirasinda olusabilecek herhangi bir hata veya yetmezlik sonucunda ¢esitli

hastaliklar ortaya ¢ikabilir (10-104,65,105).
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Sekil 2.3. Apoptoz Morfolojisi

2.9. Kanser ve Apoptoz

Yetiskin insan viicudunda her saniye mitoz ile yiizbinlerce yeni hiicre olusurken,
homeostasinin saglanmasi adina bir o kadar1 da apoptoz ile 6lmektedir. Apoptotik
sinyallerdeki bozukluk ¢esitli hastaliklarda birinci veya ikinci diizeyde rol oynayabilir.

Kanser, normal bir hiicreyi malign bir hale ¢eviren degisiklikler/mutasyonlar
nedeniyle, hiicrelerin sayisinin asir1 artmasina, apoptozun azalmasina veya apoptoza
direng gosterilmesine neden olan bir hastaliktir. Bcl-2 ailesine ait proteinlerin anormal
calismasi kanserde siklikla goriilmektedir. Bcl-2 birgok kanser tiirlinde asir1 ifade

edilmekte ve apoptozun dogrudan baskilanmasina yol agarak kanserin gelisimine neden
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olmaktadir. Bcl-2 proteinin asir1 sekilde ifade edilmesi hematopoetik hastaliklarda
siklikla goriilmektedir.

Molekiiler mekanizmalar1 hizlica ¢oziilen apoptotik hiicre  Sliimiiniin
engellenmesi veya uyarilmasina yonelik yeni teshis ve tedavi modelleri gelistirilmektedir.
Proapoptotik veya antiapoptotik genlerin mutasyonlari ile veya bu molekiillerin yoklugu
ya da asir1 ifadeleri ile apoptoz mekanizmasinin bozulabildigi ve cesitli hastaliklarin
patogenezinde rol oynadigi birgok calisma ile gosterilmistir. Apoptoz yolaklari gen
tedavisi, antisens stratejiler, rekombinant bilesikler, klasik organik kimyasallar
kullanarak engellenerek veya uyarilarak tedavi amaciyla bir¢cok deneysel ve klinik
calismalar yapilmaktadir. Kanser tedavisinde ¢ok sayida gelistirilmis ve piyasa siiriilmiis
olan apoptoz ile iliskili ilaglar bulunmaktadir.

Kanser tedavisinde kullanilan ilaglarin bir¢ogu, apoptozu kontrol eden genlerin
ekspresyonlar1 {lizerine etkilidirler. Deneysel modeller ile hiicre 6liim reseptdrlerine
agonist veya antagonist rekombinant molekiiller ile 6liim reseptorlerinin islevlerinin
baskilandig1 veya uyarildigir gosterilmistir. TRAIL agonistleri ile kanser ve diger bazi
hastaliklarin tedavisinde klinik ¢alismalar hizla devam etmektedir. Meme epitelinde
Bcl-2 ekspresyonu 6strojene bagimlidir ve anti-Gstrojen etkili tamoksifen’in kullanimai ile
meme kanserlerinde Bcl-2 ekspresyonlari baskilanir ve apoptoz uyarilir. Bir diger ajan
olan vitamin D ve sentetik analoglari, vitamin D reseptorlerini uyarir ve ¢ogu
antiapoptotik Bcl-2 ailesine ait genin, 6rnegin Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1’in ekspresyonunu
baskilar (106,61,104,65,107).

2.10. Hiicre Canhihig ve Sitotoksisite

Sitotoksisite, 6liim mekanizmalarindan bagimsiz kimyasal bir bilesigin hiicre
oldiirme 6zelligi olarak tanimlanir. Sitotoksisite testi, etken bir maddenin kanser hiicreleri
tizerindeki toksik etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir yontemdir. Geleneksel tedavi
modelleri icinde yer alan sitotoksik kemoterapi, hala bircok kanser tirl icin tercih
edilmektedir (55). Kemoterapi amacl kullanilmakta olan sitotoksik maddeler, bélinme
evresindeki bir hiicreyi, GO fazindaki bir hiicreye oranla daha fazla etkilemektedir. Bu

nedenle, sitotoksik etkinin saptanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Potansiyel antikanser
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bilesikler i¢cin yapilan tarama g¢aligmalarinda sitotoksisite miimkiin olan en diisiik
konsantrasyonda taranmalidir (59,60).

Sitotoksik etki, tiimor hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde biiylimesini 6nlemek
amaciyla antikanser tedavilerde tercih edilir. Kullanilan sitotoksik ilaglar, hiicre
cogalmasiin kontroliinde rol oynayan kinazlar, membran reseptorleri veya hiicre igi
sinyal molekiillerinin islevlerine miidahale eder. Bu nedenle sitotoksik bir etki, hiicre
Olimiiniin uyarilmasindan ©6nce hicre buyimesi ve bolinmesini engelleyerek
durdurmaktadir (108).

Hiicre canliligimin 6l¢iimii, hiicre biyolojisinde temel adimdir. Sitotoksisitenin
saptanmasinda ¢esitli analiz yontemleri kullanilmaktadir. Klasik olarak Tripan mavisi
testi, LDH testi, Notral kirmizi testi, MTT, MTS, WST-1, XTT testleri gibi hcre
canliligmi ve sitotoksisiteyi tespit etmekte kullanilan bir¢ok yontem vardir. Bu

yontemlerin yani sira son yillarda hassas analizler yapabilen sistemler gelistirilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

Tez Onerisi sunulmadan 6nce bir literatlir arastirmasi yapildi. Bunun neticesinde
calisma devaminda. Antikanser Ozellik tespiti i¢in yapilacak g¢alismalar1 su sekilde
siralayabiliriz.

1- Elde edilen katran esktresinin kanser hicreleri Uzerindeki sitotoksik etkisi MTT

yontemiyle tespit edilecek.

2- Sitotoksik etkinligi tespit edilen ekstrerin, IC50 konsantrasyonlar1 kullanilarak,
gosterilen sitotoksik etkinin apoptotik olup olmadigi; flow sitometrik Annexin V
yontemiyle, cell cycle analizi, intracellular ROS etkisi ve morfolojik olarak da
Acridine orange /Ethidium bromide ve Annexin-V fluoresan boyama yontemleri

ile tespit edilecek.

3.1. Katran Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Bu calismada yapimimi1 detayli bir sekilde belirttikleri, toros dag koylerinde
geleneksel yontemlerle elde edilmis katran kullanilacak (117).

3.2. Materyal
e Smif II giivenlik kabini (Thermo)

e CO2’li inklibator (Thermo)

e Iinvérted 151k mikroskobu (Olympus CKX 41)

e Flouresans mikroskop ve gorintileme sistemi (Olympus CKX 51, DP73)
e Flow sitometri (BD facs via)

e Mikroplayt reader (Spectramax M5, Thermo supergo)
e Sogutmali santrifiij (Hettich R 320)

e pH metre (Toledo)

e 75 cm’lik hiicre kiiltiir kaplar1

e 25 cm’lik hiicre kiiltiir kaplar1

e 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplar1 (Corning)

e 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplar1 (Corning)

e 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplar1 (Corning)
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e 5- 10 ml hacimli steril pipetler (Corning)

e 10,100,200, 1000 pul’ lik otomatik pipetler (Eppendorf)

e Cam pastor pipetleri

e 15ve 50 ml’ lik falkon tip (Corning)

e Eppendorf tipler

e Tripsin-EDTA (Gibco)

e DMSO (Sigma)

e Hiicre ortami; DMEM F-12 (Sigma)

e Fotal bovine serumu (FBS) (Gibco)

e Penisilin/streptomisin (Sigma)

e L- Glutamin (Sigma)

e %0.4 Tripan mavisi sollisyonu (Sigma)

e Thoma lami

e Fosfat tamponu (PBS/Phosphate Bufferred Saline)

e MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

e Acridine orange /Ethidium bromide

e Annexin V kiti (BD)

e JC-1 kiti (Abcam red)

e ROS kiti (Sigma)

Bu tez ¢alismasinda deneyler igin sivi azotta sakladigimiz normal ve kanserli

hiicre hatlar kullanildi.

e HCT-116 (insan kolon karsinom hiicre hatti)

e HUVEC (normal insan embriyonel hiicre hatt1)

3.2.1. Hucrelerin Hazirlanmasi

Hiicreleri buylitmek ve besin gereksinimlerini karsilamak igin %10 FBS, % 1
penisilinli/streptomisinli, % 1 L-glutaminli iceren DMEM F-12 besin ortami kullanildi.
Yiizeye bagimli hiicreler biiyiitiiliirken hiicreler yiizeyi tamamen kaplayincaya kadar rutin
olarak 2 giinde bir ortamlar steril cam pastor pipeti yardimi ile ¢ekildi ve ardindan
hlcrelerin Uzerine taze besi ortami eklenerek hiicrelerin ortami degistirildi. Hiicreler, 75
cm3 hiicre kiiltiirii kaplarinda 37°C’* de %5 CO2’ li inkubatdrde buyutuldd.

22



3.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Biiyiitiilen hiicreler tiim yiizeyi kaplayacak kadar ¢ogaldiklar1 zaman hiicrelerin
tizerlerindeki besi ortami steril pastor pipetleri ile g¢ekilerek atildi. Ardindan hiicre
kaltaranan yuzeyi tripsin-edta muamelesinin etkisini arttirmak amaci ile Ca+2 ve Mg+2
icermeyen ticari olarak satilan steril 1X PBS ile muamele edilerek hiicreler 1 kere yikandi
ve PBS uzaklastirildi. Hiicre kiiltiiriiniin iizerine tripsin-edta eklendi ve hicrelerin
birbirlerinden ve plate yiizeyinden ayrilmasi beklendi. Ardidan 1200 rpm de +4°C’ de
santrifiij edildi. Coken hiicrelerin iizerine %95 besi yeri ve %5 DMSO igerecek sekilde
hazirlanan hiicre dondurma soltsyonu eklendi ve hucreler bu solusyon igerisinde dnce -
200C’lik derin dondurucuda veya -86°C’lik derin dondurucuda kisa siireli saklanirken

uzun sureli olarak s1vi azota alinarak saklandi.

3.2.3. Katran Ekstrelerinin Uygulanmasi ve Sitotoksik Etkilerinin Saptanmasi

3.2.4 Hiicre Sayimi

Hicrelerden yeni kiilture etmek igin istenen miktarda hiicre almak amaciyla thoma
lam1 hiicre saymmi yapildi. Sayim i¢in hiicrelerin bulundugu siispansiyonundan 10 pl
alinirken tripan mavisinden 90 pl alind1 ve bdylece karistmi 100 pl’ ye tamamlandi.
Hemositometrenin Uzerine bir lamel koyuldu ve homojenize edilen hicreler boya
karisimdan pipet yardimiyla thoma lami ve lamel arasina kenardan yavasca aktarildi.
Thoma lami iizerinde yer alan 9 biiyiik kare i¢indeki hiicreler sayildi. Milimetredeki hiicre
sayisini (hiicresayisi/ml) belirlemek icin asagidaki formiilden yararlanildi.

Hiicre sayisi/ml = ((Sayilan hiicre miktar1 X Diliisyon orant (10)) X 104) / 8.

Buytulen hticreler %80-90 oraninda ¢ogalinca, tripsinizasyon ile kaldirilip 1x104
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril pleytlere ekildi. 24 saatlik inkiibasyon
stiresinin ardindan besi yerleri uzaklastirild1 ve yerine 0-2,5-5-10-25-50-100-200 pg/ml
konsantrasyonlarinda Katran ekstresi iceren 200 pl besiyeri hiicrelere eklenerek 24 saat
%5 CO2’li atmosferde 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakildi.
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3.3. MTT Yontemi ile Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

MTT hiicre proliferasyon kiti kullanilarak katran ekstresi sitotoksik etkileri
incelecek. MTT testi canli hiicrelerdeki metabolik aktiviteyi, hiicrelerin mitokondriyal
dehidrogenaz enzimi aracilifi ile MTT parcalayarak, ¢oziilebilir formazan tuzlar
olusturmas1 prensibine dayanarak yapilmaktadir. Hiicreler stoktan agilarak 25 cm3
flasklara ekilip, %80-90 oraninda dolunca tripsinizasyon ile kaldirihp 1x104
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara ekilecek. 24 saatlik siire
ardindan besi yerleri uzaklastirilip ve her bir ekstre i¢in 0, 2.5, 5,10,25,50,100 ve 200
ng/ml olacak sekilde uygulanir ve sitotoksik doz bulunmaya ¢aligilir. Katran ekstresi her
bir kuyucuga 200 pl olacak sekilde eklenir ve ardindan 24 saatlik inkiibasyon siiresince
%5 CO2’li atmosferde 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon siiresinin
ardindan kuyucuklardaki besi yerleri ¢ekilip 20 pl serumsuz besi yeri tizerine 90 pl MTT
soliisyonu eklenir ve ortalama 4 saat inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonunda
plaklardaki besiyeri uzaklastirilir, formazon kristalleri 100 ul DMSO ile ¢6zdiiriildiikten
sonra absorbans degerleri spektrofotometrede 470 nm dalga boyunda Olgiilerek

kaydedilir.

3.4. Apoptotik Etkinin Tespit Edilmesi

3.4.1. Apoptotik Etkisinin Annexin-V ile Flow Sitometrik incelenmesi

Katran yagmin yiiksek sitotoksik etki gosterdigi kanser hiicresi {izerindeki
sitotoksik etkilerinin apoptotik yolagin aktiflenerek mi yoksa hiicrelerde nekrozisle mi
oldugu Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC kit protokolii uygulandiktan sonra flow
sitometri (BD FacsCanto) ile analiz edilecek. Annexin-V apoptoz analizinde kullanilan
FITC ile konjlige Annexin-V lektini, apoptotik hiicrelerin hiicre membranmin dis
yuzeyinde bulunan fosfatidil serin fosfolipidine baglanir. FITC, Annexin-V baglanan
hiicrelerin fliioresan (FL1 detektorii; eksitasyon= 488nm, emisyon=535nm) 1simasina
neden olmaktadir. Hiicrelerdeki bu fliioresan 1s1ma akis sitometrideki FLL1 dedektori ile
belirlenebilir. Isimanin siddetine gore hiicreler smiflandirilir ve bir diyagrama
yerlestirilir. Olii (mekrotik) hiicreler ise niikleik asitlere baglanabilen fliioresan PI (FL2

detektoru, eksitasyon= 488nm, emisyon=562-588nm) boyasi ile belirlenir. PI nekrotik
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hiicrelerin zarar gérmiis hiicre membranindan gecerek DNA’larin1 boyar. DNA’lar1
boyanan hiicrelerdeki fliloresan 1s1ma akis sitometrideki FL2 dedektorii ile belirlenir.
Istmanin siddetine gore hiicreler siniflandirilir ve bir diyagrama yerlestirilir.

Yiksek sitotoksik etki gosteren katran ektrelerinin; olasi sitotoksik etkilerinin
apoptotik yolagin aktiflenerek mi yoksa hiicrelerde nekrozisle mi oldugu Annexin V
Apoptosis Detection Kit FITC kit protokolii uygulandiktan sonra flow sitometri (BD

FacsCanto) ile analiz edildi.

3.4.2. Acridine Orange /Ethidium Bromide Staining Metodu ile Apoptozisin
Morfolojik Olarak Tespit Edilmesi

Katran ekstresi ile muamele edilmis hiicre lamelleri alinip, 2 kez 2 dakika PBS ile
yikanir. 5 dakika %70 etanol ile fikse edilip, hiicreler 5 defa distile su ile yikanir. Daha
sonra bunlar 2 kez PBS’de bekletilip oda 1si1sinda 15 dakika akridin orange/Ethidium
bromide ¢alisma soliisyonu ile boyanir. Lamellerin kurutma kagidi iizerinde dik tutulmasi
suretiyle boya uzaklastirilir ve 4 kez PBS ile yikanir. Lamellere bir damla PBS damlatilip

lamlarin iizeri kapatilarak floresans mikroskopta incelenir.

3.4.3. Cell Cycle (Hiicre Dongiisii) Kiti ile Apoptotik Etkinin Incelenmesi

Hicre dongust icin BD Cycletest™ Plus DNA Reagent kiti (biosciences,
Almanya) kullanildu.
Kitin ¢alisma prosedorii asagidaki gibidir:
1. Hiicreler 1.000.000 olacak sekilde sayildi.
2. 12’lik well plate ekilmis olan hiicrelerin Uzerine 300 ul tripsin, 1ml fcsli dmem ile
kaldirildi.
3. Plateden kaldirilan hiicreler 5000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi, pellete dokunmadan
siipernatant uzaklastirildi.
4. Hiicre slispansiyonlarinin {izerine buffer solution eklendi. (1ml buffer solution + 9 ml
destile su ile seyreltildi) 1500 rpm de 5 dakika santrifuj edilip, supernatant
uzaklagtirilarak, bu iglem iki defa tekrarlandu.
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5. Hiicre siispansiyonunun iizerine 250 pl solution A (tripsin buffer) eklendi. Tiiplerin
dibine hafifce vurularak karigmasi saglandi. (vorteks kullailmadi).10 dakika karanlik
ortamda inkibe edildi.

6. Hiicre siispansiyonun tizerine 200 pl solution B (tripsin inhibitor ve RNase buffer)
eklendi. Yine tiiplerin dibine hafif¢e vurularak karistiritlmasi saglandi.10 dakika karanlik
ortamda inktibe edildi.

7. Hiicre siispansiyonunun iizerine 200 pl solution (DNA ya baglana boya) eklenip ve
yine tdplerin dibine hafifge vurularak karigtirllmasi saglandi ve 10 dakika karanlik
ortamda inktibe edildi.

8. Hiicre siispansiyonlar1 daha sonra BD FACS VIA tipi akim (flow) sitometre ile
degerlendirilip, kaluza analysis programi kullanilarak her numune i¢in hiicreler sayilip

analiz edildi.

3.5. Hiicre I¢i Serbest Radikal Degisimi Analizi (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda
olusan stiperoksit radikali (O2), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH)' dir.

Reaktif oksijen tiirleri, cesitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir
reaksiyonlarini baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (R), peroksit
radikalleri (ROO), alkoksi radikalleri (RO), tiyil radikalleri (RS), stlfenil radikalleri
(RSO), tiyil peroksit radikalleri (RSO2) gibi ¢esitli serbest radikallerin olusumuna neden
olurlar.Serbest oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasart olur.
Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve serbest radikallerin artis1 hiicre hasarinin
onemli bir nedenidir. Iskemi sonrasinda reperfiizyon da reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
artisina bagl olarak iskeminin olusturdugu hiicre hasarini artirir.

Hucre ici serbest radikal 6lcimu Cellular Reactive Oxygen Species Detection
Assay Kit (Red Fluorescence, abcam, 186027) kiti kullanilarak yapildi. Bu kitte, hiicreye
gecirgen olan bir floresans prop kullanilir. Bu prop ROS ile reaksiyona girdiginde kirmizi
fliioresan olusturur.Kit protokolii su sekilde uygulandi. Siyah pleytlere 100 pul’de 3 x104
hiicre olacak sekilde ekim yapilarak 24 saat inkiibe edildi. PBS igerisinde katran
bilesikleri IC50 dozlarinda uygulanacak. Inkiibatdrde 37°C’de %5 CO2 1 saat inkiibe
edildi (1siktan korunarak) Bilesikler dokiildiikten sonra kuyucuklara 100 ul” ROS Deep

26



Red Working Solution eklenip 37°C’de %5 CO2 1 saat inkibe edildi. Fluorimetri
cihazinda (Spektramax M5) Ex/Em = 650/675 nm (cut off = 665 nm) dl¢iim yapildi.

3.6. Mitokondriyal Membran Potansiyeli (JC-1) Olguimii

Caligmamizda, apoptozun mitokondriyal i¢ yolaginda ortaya ¢ikan mitokondriyal

membran potansiyel degisimi spektroflorometrik olarak belirlendi. Mitokondriyal

Membran Potansiyeli (JC-1) 6lcimd Fluorometric JC-1 Kit (Sigma MAK 150)

protokoliine gore yapildi. JC-1 Stok soliisyonu (1 mg/ml) asagidaki prosedire gore

hazirlandi:

200ul DMSO liyofilize olan JC-1 boyasi tizerine eklendi. Tiipiin agz1 parafilm ile
kapatilarak vorteks ile karistirildi.

15 dk oda sicakliginda bekletilerek tamamen ¢oziildii.

200ul’de ¢ozlinen JC-1 boyasi orjinal DMSO tiipiine transfer edildi ve ¢ozilmesi
beklendi.

25 ul hazirlanan stok soliisyonundan alinarak 4ml ultrasaf su igerisinde ¢oziildii
ve karistirildi.

1-2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Ayni tiip igerisine 1ml 5X staining buffer eklendi.

Esit miktarda biiylime mediumu (5ml-5ml) ile karigtirilarak boyama karigimi elde
edildi.

Hicreler (0.2-1.2 x 106 cells/ml) tizerindeki biylime mediumu cekildi ve izerine
200-400ul arasinda hazirlanan boyama karisimindan eklendi.

37°C’de %5 CO2 20dk inkube edildi.

Boyama karigimi uzaklagtirilarak 2 defa biiyiime mediumu ile yikandi.

Buyume mediumu ile hicreler kaplanarak 490 nm(excitation) 530 nm(emission)

florimetri (Spektramax MS5) cihazinda 6l¢iildii.
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4. BULGULAR

4.1. Katran Ektresinin Sitotoksik Etkileri

Katran bitkisi ile hazirlanan fraksiyonunun kolon kanser (HCT-116) ve normal
sagikli inasan hucreleri (HUVEC) iizerine etkisi MTT Assay yontemi kullanilarak tespit
edildi. 24 saat sonunda kolon kanseri tzerinde sitotoksik etkisi (IC50) 30 pug/mL olarak
hesaplanirken, normal hiicreler {izerindeki etkisinin ise yaklasik iki kat daha yiiksek

oldugu belirlendi (Sekil 4.1).

24 h —e— HUVEC HCT-116
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Sekil 4.1. Katran Ektresinin Hct-116 ve Huvec Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksite Sonucu

4.2. Acridine Orange /Ethidium Bromide Staining Analizi

Acridin orange metodunda hiicre gekirdeginde ve hiicre membraninda meydana
gelen apoptoz kaynakli olarak gerceklesen degisiklilkeri belirlemek ve incelemektir.
Ethidiuum bromide membran biitiinliigii bozulmus hiicreleri boyarken acridinr orange
boyasi canli ve 6li hiicreleri boyamaktadir. Hiicre biitlinliigli ve aktivitesi devam eden
hiicreler yesil renk boyanirken apoptotik hiicreler sar1 turuncu renk almaktadir. Olen

hiicreler ise kirmizi renk boyanmaktadir.

Hiicre 6liimiindeki morfolojik degisiklikleri gozlemlemek i¢in AO / EB boyama

yontemi kullanilarak degerlendirildi. Katranile muamele edilen HUVEC ve HCT-116
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hlcrelerinde meydana gelen morfoloji degisimi apoptozisin tetiklendigini gdsterdi. Sekil
4.2’ de gorildiigii gibi yesil renkli olan hiicreler saglikli, sari-kirmizi renk degisimi

gozlenenler ise apoptotik hiicreler olarak degerlendirildi.

Hct-116 Negative Hct-116 30pg/ml Huvec- Negative Huvec- 30pg/ml

Sekil 4.2. HCT- 116 ve HUVEC Hicrelerinin AO /EB ve Morfoloji Géruntileri

4.3. Flow Sitometrik Annexin-V- Pl Apoptoz/Nekroz Analizi

Hiicre canlilig1 ve proliferasyon deneyleri ile tespit edilen IC50 degerlerine gore
10, 20 ve 30pg/ml dozlarinda HCT-116 hiicreleri 24 saat inkiibe edildi. Sonrasinda hiicre
O6lumunin ¢ogunluklu olarak apoptotik hiicre oliimii olup olmadigi Akis Sitometrik
Annexin-V-PI boyamalari ile tespit edildi. Sekil 4’de goriildigii gibi 30 pg/ml dozlarinda
anlamli bir etki gosterdigini ve Oliim oranin1 %40,4 olarak tespit ettik (p<0.05%,

p<0.001** p<0.0001%**),
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Sekil 4.3. HCT-116 Hicresinin Annexin-V Analiz Sonuglari

4.4. Flow Sitometrik Hicre Dongusu Analizi

Bitki ekstrakti ile muamele edilen HCT-116 hucrelerin bolinmesi uzerinde
etkisil0 pg/ml dozundan baslayarak goriildii ve bu etki artan dozun etkisiyle hiicre
boliinmesini yavaglattigi tespit edildi. 30pg/ml dozda, hiicre dongiisii asamalari
Sub-G1'de %2.6, GO/G1 fazinda %70.0, S fazinda % 20.7 ve G2/M fazinda % 6.7 olarak
belirlendi.10 pg/ml dozu ile kontrol grubu ve hiicresi kiyaslandiginda bitki ekstrakti ile
muamele sonrasi Sub-G1 fazinda (kontrol grup %0.8-etkin doz %2.6) hicrelerin
durduruldugu gézlendi (p<0.05*, p<0.001**, p<0.0001***Sekil. 7).
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Cell Count

A
Negative 10 pg/ml
# GOIGT =
Sl Sub-G1"
g08% = 170%
g g4
- - - -
H 19,0% 230 t B S -
o "
g4 B Sub-Gl
fad I GOGl
=1 = 1001 S
200000 S00.000 . I.DDD.DD_D 1.500.000 200,000 500,000 1. 000,000 1,500 000 ;!
FL2 Propidium lodide-A 3 CI 02 I\I
o
E 50+
20 yug/ml 30 ug/ml
# GOIGT & [ElEEY]
£2.1% 700%
Sup-Gi Sup-GT 0
24 2 4 25
& w© T T T T
e & & &
3 3| S )
27 20l x G2 o 3 o 2
§ 4.3% 5 0T 5% y N ¥ )
b 3
=
o
200,000 500000 1.000.000 1.500.000 00000 500.000 1.000.000 1.500.000
FE-A FE-A
|-
Ll

Dna Content

Sekil 4.4. Katran Ektresinin HCT-116 Hiicre Dongiisti Grafigi

4.5. Flow Sitometrik Mitokondri Membran Potansiyeli (JC-1) Analizi

JC-1(5,5',6,6'-tetrachloro1,1',3,3"-tetra  methyl benzimidazolyl carbocy
anineiodide) mitondriyal membran potansiyelini analiz etmek icin kullanilan bir boyadir.
Mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasi ile acilan porlardan asir1 miktarda
reaktif oksijen tlrlnln sitoplazmaya gegcmesi apoptoz aktivasyonuna yol agar. Annexin
V-FITC / PI'nin yam sira, katran bitkisinin apoptotik etkisini arastirmak i¢in HCT-116
hicrelerini JC-1 boyamas1 yaptik; Sekil 8’de gosterildigi gibi, HCT-116 hcrelerinde
apoptozun 6nemli 6l¢giide indiiklendigi tespit edildi (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001).
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Sekil 4.5. Katran Ektresinin Apoptotik Etkinlik Grafigi

4.6. ROS (Hiicre i¢i serbest radikal degisimi analizi)

Hiicre i¢i serbest radikal degisimi analizi i¢in hiicreye gecirgen olan bir floresans
prop kullanilir. Bu prop ROS ile reaksiyona girdiginde kirmizi fluoresan olusturur.
Calismamizda, yesil hekzan’nin hiicre i¢i etkisi incelendiginde negatif gruba goére doz
artisina baglh olarak ROS miktarinda artis olusturdugu tespit edilmistir. (Figiire 6.*p
<0.05, **p <0.01, ***p <0.001).Yan1 sira NRF-2 gen seviyesinde artis, hiicre i¢i serbest
radikal artisin1 dogrulamustir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Katran Ektresinin Serbest Radikal Grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Giliniimiizde kanser, sik goriilmesi ve mortalite oraninin yiiksek olmasi sebebiyle
o6nemli bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Kardiyovaskuler hastaliklardan sonra
gelen oOlumlerin  birinci  nedenidir. Kanser tedavisinde siklikla kemoterapi
kullanilmaktadir. Kemoterapi yan etkileri ve kemoterapik yetersizlikleri kanserli
hlcreleri zarar verip 6ldiiriirken ayni1 zamanda saglikli viicut dokularina ve hiicrelerine de
zarar vermektedir. Kemoterapiden kaynakli ek hastaliklar olugmakta ve dahasi
kemoterapiden dolayr saglikli hiicrelerin kanserlesmesi ve hastanin 6limii ile
sonuclanabilmektedir. Kemoterapinin yetersizlikleri ve kesin bir tedavi yodntemi
olmamasindan dolay1 giliniimiizde kanser tedavisindeki aragtirmalarinda hedefe 6zgii
yontem ve tedavi teknikleri gelistirilmektedir. Bu amagla bitkisel kokenli bilesikler

kullanilmaktadir.

Bu calismamizda daha ©nce antikanser ve Sitotoksik etkisi incelenmeyen
Toroslarda yetisen Sedir Agaci’ndan (Cedrus libani) elde edilen katran ektresini 8 farkli
konsantrasyonda HCT-116 (kolon adenokarsinom) ve HUVEC (normal insan hiicre hatt1)
hlcreleri soylari tizerinde apoptotik ve Sitotoksik etkileri arastirildi.

Anadolu yoresinde Toros sediri (Cedrus libani), Bati, Orta ve Dogu Toroslar’da
dogal olarak, kuzeyde Erbaa ve Niksar’da yayilis gostermektedir. Cogunlukla yayilisi
dikey smirlarda 1000 ile 2000 metreler arasinda olup, tek agag olarak 2400 metreye kadar
cikabilmektedir. 40 metreye kadar ulasabilen boylar1 vardir.

Cedrus libani, Liibnan'da farkli enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi i¢in geleneksel
tip olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (138). Son zamanlarda Cedrus libani'nin koni
ve yapraklarin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu agiklanmistir (139). Cedrus
libani'nin konileri, Helicobacter pylori karsit1 aktivite i¢in anti-Ulserojenik etkiye sahiptir
(140). Ayrica Maymun bébrek hicre hatt1 (Vero) herpes simplex viris tip-1 ile enfekte
edip sedir bitkisinin ugucu yaglar1 ve oziitleri sitotoksik incelenmesi MTT ile yapildi
(138). Antiviral test herpes simplex viris tip-1 (HSV-1) biiylimesinin kismen Cedrus
libani tarafindan inhibe edildigini gosterdi (138). Ayrica bazi ¢alismalarda Cedrus libani
antifungial etki gosterdigi de tespit edilmistir (139). Cedir libani bitkisi ile daha énce

insan kanserleri iizerinde herhangi bir arastirma yapilmamugtir.
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Bu veriler dogrultusunda Antiviral, antimikrobiyal, antifungial ve hayvan hcre
hatlar1 tizerinde sitotoksik etki gosterdigi belirlenmis. Biz bu ¢alismamizda Cedir libani
bitkisinin katran ektresinin HCT-116 insan adenokarsinom ve HUVEC normal insan
hucresi Uzerindeki antikanser etkisini inceledik.

Katran bitkisi ile hazirlanan ektrenin kolon kanser (HCT-116) ve normal hiicreleri
(HUVEC) lizerine etkisi MTT Assay yontemi kullanilarak tespit ettik. Bu ektre hiicrelere
sekiz farkli dozda (0 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml,50 pg/ml, 100 pg/mi
ve 200 pg/ml) uygulanip 24 saat inkiibasyonda bekletildi. 24 saatinin bitiminde kolon
kanseri Gzerindeki gugcli sitotoksik etki (1C50) 30 pg/ml gosterirken, normal hicreler
Uzerinde ise sitotoksik etki gostermemistir.

Bu verileri dogrulamak amaciyla kolon kanseri izerindeki sitotoksik etki (IC50)
30 pg/ml olan dozda hiicrelerde apoptoza bagl niikleiista ve hiicre ¢ekirdegindeki
degisimleri Acridine Orange /Ethidium Bromide yontemiyle inceledik. Hicre
olimiindeki morfolojik degisiklikleri gozlemlemek igin AO / EB boyama yodntemi
kullanilarak degerlendirildi. Katran ile muamele edilen HCT-116 hucrelerinde sitotoksik
dozda hiicrelerin morfolojik degisimlerinde apoptozisin tetiklendigi gozlemlenmistir.
Ayrica HUVEC hiicresinde ise herhangi bir morfolojik degisiklik olmadig: sagliklt hiicre
tizerinde sitotoksik etki gostermemistir.

Daha sonra olasi sitotoksik etkisi hiicrelerde hiicre 6liim mekanizmalarindan olan
apoptotik yolagi aktiflestirerek mi yoksa nekrozdan hangisi ile gerceklestigini tespit
etmek icin Annexin V Apoptoz/Nekroz tayini yapildi. Katran ektremiz doza bagimli
olarak 10 pg/ml, 20 pg/ml ve 30 pg/ml ¢ farkli dozda HCT-116 hticrelerini 24 saat
tinkiibe edildi. Sonrasinda doza baglh olarak apoptotik yolagin artifin1 ve hiicre 6lim
oraninda ciddi bir ylikselme oldugu belirlendi.

Uyguladigimiz bitkinin HCT-116 ve HUVEC hicrelerinin hiicre bolinmesinin
hangi agsamasinda durdugunu tespit etmek amaciyla hiicre dongiisll analizi yaptik.
Hiicrelere dort farkli doz (0 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml) uyguladik artan
dozlarda hucrelerin GO-G1 fazinda daha fazla hiicrenin kaldig1 goriilmektedir. Negatif
dozda hiicrelerin %58,8, 10 pug/ml hiicrelerin %58,4, 20 pug/ml hicrelerin % 62.1 ve 30
pug/ml ise hicrelerin %70’i GO-G1 fazinda hiicre bolinmesi durmustur. G0-G1 fazini
gecen her hiicre mutlaka bdliineceginden dolayr uyguladigimiz maddenin kanserli

hicreleri GO-G1 fazinda tutup hiicreleri bir sonraki fazi gegmesini engelleyebilmesidir.
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Apoptozun diger bir belirteci olan mitokondral membran potansiyeli JC-
1(5,5',6,6'-tetrachloro1,1’,3,3"-tetra methyl benzimidazolyl carbocy anineiodide) ile
analiz ettik. Analiz sonucunda HCT-116 hiicrelerinin madde miktarinin artmasi ile
mitokondrilerdeki membranlarin porlar1 acgilarak yiliksek oranda reaktif oksijenin
sitoplazmaya ge¢mesi apoptoz aktivasyonuna yol agmistir.

Hiicre i¢i serbest redikal degisimini analiz etmek igin hilicreye gecirgen olan
floresans bir prop kullanildi. Bu prop ROS ile reaksiyona girdiginde kirmizi floresans
olusturmaktadir. Katran ektremiz dozun artmasi ile hiicre igerisindeki reaktif oksijen
diizeyinde ciddi bir artig oldugu gézlemlenmistir.

Sedir bitkimizin doza bagl olarak hiicreyi apoptotik yolag: indiikledigini, hiicre
i¢i 6liim miktrarini artirdigini tespit ettik. Madde tiyguladigiz hiicre apoptotik yolu sectigi
gortilmektedir. Maddelerimizin sitotoksik ve apoptotik etki mekanizmasini serbest
radikal iiretimini tetikleyerek gosterdigini tespit ettik. Kanserli hiicre Uizerinde sitotoksik
etki gosterirken saglikli hiicre iizerinde sitotoksik etki gostermemistir. Bunlarda yola
cikarak kanser tedavisi igin yeni bir kemoterapik ajan olabilecegini ve ileride 3 boyutlu
hicre kilturd arastirmalarinda ve ardindan hayvan deneyleri gibi yeni projelere 1s1k

tutacak ve ozellikle kanser tedavisi i¢in yeni ve 6zglin ¢aligma alanlar1 doguracaktir.
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